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w- La P r esente invention concerne de nouvelles compo- 
sitions et methodes pour la detection d'evenements patho- 
logiques. Elle concerne plus particulierement des methodes 
pour la detection in vitro de la presence d'une pathologie ou 
d'un evenement pathologique chez un sujet, comprenant le 
prelevement d'un echantillon de cellules sanguines du sujet 
et la determination de la presence, dans cet echantillon, de 
cellules sanguines presentant un etat physiologique carac- 
teristique de la pathologie. (.'invention concerne egalement 
des outils, kits et compositions pour la mise en oeuvre de 
teiles methodes, ainsi que leurs utilisations dans le domaine 
de la sante humaine ou animate, ou en recherche expert- 
mentale par exemple. 
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METHODES ET COMPOSITIONS POUR LA DETECTION D'EVENEMENTS 

PATHOLOGIQUES 

La presente invention concerne de nouvelles compositions et methodes pour la 
detection d'evenements pathologiques. Elle concerne plus particulierement des 
compositions et methodes de detection d'evenements pathologiques a distance. 
L'invention concerne egalement des outils, kits et compositions pour la mise en 
oeuvre de telles methodes. ainsi que leurs utilisations dans le domaine de la sante 
humaine ou animate, ou en recherche experimentale par exemple. 



Avec le vieillissement de la population dans les pays industrialises, apparaissent 
de nouveaux besoins en matiere de diagnostic. Les maladies telles que les 
cancers, les maladies neurodegeneratives seraient mieux prises en charge pour le 
benefice des patients et de la societe si Ton disposait de diagnostics predictifs de 
15 I'apparition et de 1'evolution de la pathologie. 

L'experience montre que plus le diagnostic est pose precocement plus les 
chances de controler 1'evolution probable de la maladie sont grandes. C'est le cas, 
tres clairement des cancers. Les campagnes de detection precoce des cancers du 
20 sein par mammography systematique ont permis d'ameliorer I'esperance de 
survie a ces cancers. De meme, on peut supputer qu'une prise en compte precoce 
des patients developpant une maladie d'Alzheimer permettrait de ralentir 
significativement son evolution. 



Ces maladies, telles les cancers et maladies neurodegeneratives, ont une 
incidence qui augmente fortement avec Page de la population. II est probable que 
ces maladies prennent des annees avant de s'installer et de pouvoir etre 
detectees. II ressort par exemple que I'accumulation d'alterations successives au 
niveau du genome humain est requise pour aboutir a I'initiation de cancers. De 
meme des etudes genetiques realisees dans des populations choisies presentant 
une incidence forte de maladie d'Alzheimer, associees a des experiences de 
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genetique chez I'animal, soulignent egalement le caractere multifactoriel de 
I'initiation de cette pathologie. 

Ces pathologies liees au vieillissement presenter* des caracteristiques 
5 communes, telles que : 

- des alterations cellulaires suivenant a la suite de desequilibres de 
I'environnement des tissus incrimines lies a des agressions physiques, chimiques 
ou biologiques ; 

- la contribution des cellules du systeme immunitaire. 

10 

Si les alterations des tissus incrimines ne sont preferentiellement identifies qu'a 
la suite de biopsies, il se pourrait que des alterations des cellules immunitaires, 
reflet d'un developpement pathologique en cours, puissent etre detectees a 
distance des foyers de developpement de ces pathologies, puisque la plupart des 
15 cellules du systeme immunitaire evoluent entre les tissus et le compartiment 
sanguin ou les ganglions lymphatiques. 

Les cellules lymphocytaires et les macrophages sont les principaux mediateurs de 
la reponse immunitaire cellulaire. Lymphocytes et macrophages sont presents 

20 dans les tissus ainsi que dans le sang. Ce sont ces cellules qui entrent les 
premiers en contact avec les tissus etrangers a I'organisme. Ces cellules 
macrophagiques degradent les tissus et substances incrimines. Les peptides 
issus des proteines degradees sont ensuite fixes par des molecules du systeme 
majeur d'histocompatibilite de classe II qui les amenent a la surface du 

25 macrophage ou ces complexes sont reconnus par les lymphocytes T. D'autres 
systemes de presentation de peptides et deactivation des reponses immunitaires 
existent et ont ete decrits notamment dans le cas du developpement de cancers. 

Aujourd'hui les diagnostics de ce type de maladies sont faits alors que la 
30 pathologie est installee. Pour ce qui est des cancers, par exemple, le diagnostic 
est pose a partir d'une imagerie medicale et d'un diagnostic morphologique des 
tissus obtenus a la suite de biopsies. Pour une pathologie comme la maladie 
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d'Alzheimer c'est un faisceau d'observations medicales qui permet de poser le 
diagnostic. 



II existe done un reel besoin de disposer d'outils et de methodes permettant de 
5 depister de maniere precoce, simple et fiable I'apparition de pathologies, 
notamment de pathologies liees a un dereglement des mecanismes de regulation 
des voies de signalisation cellulaire, en particulier des pathologies caracterisees 
par une hyper-proliferation cellulaire (cancer, degenerescence nerveuse, stenose, 
etc). 

10 

^introduction des techniques issues de la biologie moleculaire, associee a la bio- 
informatique, a permis de concevoir des librairies (ou banques) de fragments 
d'ADN caracterisant un etat pathologique donne, permettant de determiner a partir 
d'un echantillon tres petit d'un tissu quelconque, la presence ou Tabsence de 
15 references pathologiques. 

La presente invention decrit a present une nouvelle approche pour la detection de 
pathologies in vitro. Plus particulierement, la presente invention decrit de 
nouvelles methodes et compositions pour la detection d'evenements 
pathologiques, notamment de signatures genetiques pathologiques. L'invention 
decrit en outre des methodes et compositions utilisables pour la detection S 
distance d'evenements pathologiques, e'est-a-dire sur des materiels biologiques 
distincts des tissus pathologiques. Les compositions et methodes de l'invention 
offrent a present aux cliniciens, biologistes et industriels de nouvelles solutions 
pour le diagnostic in vitro, fondees sur des methodes directes, rapides, sensibles 
et economiques, et automatisables. 

Plus particulierement, la presente invention repose notamment sur la mise en 
evidence qu'il est possible de determiner, a partir d'echantillons biologiques 
30 comprenant des cellules circulantes, la presence ou le risque de developpement 
d'une pathologie. Plus particulierement, l'invention repose sur la mise en evidence 
qu'il est possible de detecter dans un echantillon biologique comprenant des 
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cellules sanguines, I'existence d'une pathologie, y compris a des stades tres 
precoces d'initiation ou de developpement, auxquels tout autre diagnostic existant 
serait inefficace. 

5 Un premier objet de I'invention reside plus particulierement dans un procede de 
detection in vitro de la presence d'une pathologie chez un sujet, comprenant le 
prelevement d'un echantillon de cellules sanguines du sujet et la determination de 
la presence, dans cet echantillon, de cellules sanguines presentant un etat 
physiologique caracteristique de la pathologie. 

10 

Dans un mode particulier, le procede de I'invention comprend la determination de 
la presence, dans I'echantillon, de cellules sanguines presentant une proteine ou 
un domaine proteique caracteristique de la pathologie. Dans ce contexte, le terme 
« presentant » designe aussi bien la presence de cette proteine ou domaine 
is proteique a I'interieur de la cellule (dans n'importe quel compartiment cellulaire) 
que sa presence dans la membrane cellulaire ou a la surface de la cellule. Dans 
ce mode de realisation, la presence de la proteine (ou du domaine proteique) peut 
etre determinee au moyen d'anticorps (ou de fragments ou derives d'anticorps), 
ou par toute autre technique connue de I'homme du metier. 

20 

Dans un autre mode particulier, le procede de I'invention comprend la 
determination de la presence, dans I'echantillon, de cellules sanguines presentant 
un profil genetique caracteristique de la pathologie. 

25 Encore plus preferentiellement, le procede de I'invention comprend la 
determination de la presence, dans I'echantillon, de cellules sanguines presentant 
des alterations de ('expression genetique caracteristiques de la presence de la 
pathologie. 

30 Ainsi, la presente invention repose d'une part sur ('utilisation de cellules sanguines 
pour la realisation d'un test a distance de la presence d'un evenement 
pathoiogique et, d'autre part, sur I'utilisation de technologies genomiques 
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permettant de detecter des alterations de Texpression (en particulier de la 
transcription) du genome dans ces cellules. 

Selon une variante particuliere, la presente invention comprend done plus 
preferentiellement la determination de la presence, dans un echantillon biologique, 
de cellules sanguines presentant des alterations transcriptionnelles et/ou post- 
transcriptionnelles de I'expression genetique, caracteristiques de la presence 
d'une pathologie. 

L'invention reside en la demonstration qu'il est possible de detecter une pathologie 
en cours de formation a partir de signatures genomiques identifies dans les 
cellules sanguines, les foyers embryonnaires pathologiques pouvant exister dans 
des tissus nerveux comme le cerveau ou la moelle 6piniere (sites de maladies 
neurodegeneratives) ou dans tout autre tissu par exemple a I'origine d'un cancer 
(sein, poumon, prostate, foie, tissu osseux etc.). 

L'invention demontre d'une maniere inattendue qu'il existe au niveau des cellules 
sanguines (preferentiellement des cellules nucleees, telles que lymphocytes, 
macrophages, monocytes, cellules dendritiques, etc.) des alterations 
transcriptionnelles et post-transcriptionnelles de ['expression genetique a la suite 
d'interaction(s) directe(s) ou indirecte(s) avec les cellules en cours d'initiation 
pathologique. 

Plus particulierement, l'invention demontre d'une maniere inattendue qu'il existe 
au niveau des cellules sanguines (preferentiellement des cellules nucleees, 
lymphocytes, macrophages, monocytes, cellules dendritiques, etc.) des alterations 
de la transcription qualitatives des genes a la suite dlnteractionfs) directe(s) ou 
indirecte(s) avec les cellules en cours d'initiation pathologique. 

Selon une autre variante preferee, le procede de Pinvention comprend (i) la 
preparation d'acides nucleiques de Techantillon et (ii) I'hybridation des acides 
nucleiques prepares avec au moins une banque d'acides nucleiques 
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caracteristiques cTun etat pathologique, le profil d'hybridation indiquant la 
presence de cellules sanguines caracteristiques de la pathologie dans 
Techantillon. 

5 Plus particulierement, dans un mode de mise en oeuvre de I'invention, la banque 
utilisee comprend des acides nucleiques specifiques de genes dont le niveau 
depression est modifie dans une cellule sanguine provenant d'un organisme 
presentant une situation pathologique. 

io Dans un autre mode de mise en ceuvre de I'invention, la banque utilisee comprend 
des acides nucleiques specifiques de formes d'Spissages de genes, 
caracteristiques d'une cellule sanguine provenant d'un organisme presentant une 
situation pathologique. 

is L'invention est basee notamment sur une methode originate, Tanalyse qualitative 
des differences liees a la presence d'insertions ou de deletions (epissages 
alternatifs) dans des regions essentielles pour la fonction des produits des genes. 
Ces insertions et deletions sont precisement regulees et sont caracteristiques des 
etats physiologiques et physiopathologiques (notamment proliferatifs et 

20 differences) des cellules de I'organisme. Ce niveau de regulation est affects au 
cours de ['initiation, du rnaintien et du developpement d'un grand nombre de 
pathologies. Dans un mode prefer^, I'invention reside done aussi dans 
I'application d'une technologie genomique destinee a analyser systematiquement 
ces deregulations a la mise au point de diagnostics predictifs. Uinvention permet 

25 ainsi dldentifier les genes deregules dans des cellules circulantes lors 
d'evenements pathologiques, et d'utiliser ces evenements genetiques qualitatifs 
dans des tests diagnostiques, predictifs ou de detection d'evenements 
pathologiques, qui contribuent a la maitrise globale des depenses de sante. 

30 Dans la perspective dMdentifier des marqueurs d'expression genetique 
specifiquement presents dans les cellules sanguines d'un organisme presentant 
une pathologie, par exemple a un stade trop precoce pour pouvoir etre 
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diagnostique par examens cliniques ou tests diagnostics classiques, la presente 
invention propose avantageusement d'identifier des alterations post- 
transcriptionnelles. En effet ces alterations sont principalement la consequence de 
la modification de la regulation d'une etape-clef de I'expression genique : 
I'epissage. Les variations d'epissage modifient de facon qualitative les ARN en 
incluant ou en excluant de ceux-ci des exons ou introns dont la presence ou 
i'absence liee a une situation physiopathologique donnee peut fournir la base pour 
un diagnostic. Ce diagnostic peut etre base sur I'utilisation de PCR ou 
d'hybridations qui permettent de detecter specifiquement la sequence epissee de 
facon differentielle entre les deux situations. Souvent les variations d'epissage. par 
utilisation d'exon(s) alternatif(s) ou par retention d'intron(s) dans un ARN 
messager affectent la sequence de la proteine correspondante. Ces differences 
dans I'enchaTnement d'acides amines permettent d'envisager un diagnostic base 
sur I'utilisation d'anticorps qui reconnaissent specifiquement la sequence 
proteique alternative. 



Comme indique ci-avant, le precede de I'invention repose notamment sur 
rutiiisation de cellules circulantes comme materiel biologique. Plus 
particulierement, il s'agit de cellules sanguines, et de preference de cellules 
nucleees. On peut citer notamment les lymphocytes, macrophages, monocytes, 
cellules dendritiques, etc. Ces cellules peuvent etre prelevees chez un sujet par 
toute technique connue de I'homme du metier, cytapherese, gradients Ficoll, 
preparation de cellules mononucleees du sang peripherique, etc. Pour la mise en 
ceuvre de la presente invention, les differentes populations de cellules sanguines 
peuvent etre separees les unes des autres, pour n'utiliser qu'un type particulier, 
presentant une signature genomique specifique. Toutefois, le test de I'invention 
peut egalement etre realise sur un echantillon biologique comprenant de cellules 
sanguines non separees. Par ailleurs, les cellules circulantes peuvent egalement 
etre (ou comprendre) des cellules tumorales, detachees du tissu pathologique, par 
exemple dans le cas de processus de metastases. Les acides nucleiques peuvent 
etre prepares de Techantillon selon toute technique connue de I'homme du metier 
(lyse cellulaire, extraction, isolement des ARN, etc.). En outre, ces acides 
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nucleiques sont preferentiellement traites prealablement a I'etape d'hybridation, 
par exemple pour produire de ADNc, pour amplifier ces acides nucleiques, pour 
les marquer, etc. A cet 6gard, le marquage peut etre par exemple radioactif, 
enzymatique, fluorescent, colorimetrique, ou de toute autre nature. Typiquement, 
5 le precede de I'invention comprend le prelevement d'un echantillon biologique 
sanguin, le traitement des cellules sanguines pour liberer les acides nucleiques, 
Tamplification des acides nucleiques (et, le cas echeant, leur transcription 
inverse), le marquage des acides nucleiques et leur hybridation sur la ou les 
banques. 

10 

Le procede de invention peut etre utilise pour detecter la presence d'une 
pathologie (ou d'un evenement pathologique), c'est-a-dire Texistence de 
m6canismes cellulaires caracteristiques d'une situation d'initiation ou de 
developpement d'une pathologie, meme si les symptomes cliniques ne sont pas 

15 encore apparents. Le procede de ('invention peut a cet egard permettre 6galement 
la detection in vitro du stade devolution d'une pathologie chez un sujet. Ainsi, les 
signatures genetiques des cellules evoluent en fonction du stade d'avancement de 
la pathologie, et il est possible de detecter, grace a des banques specifiques, 
revolution d'une pathologie. D'autre part, le procede de Nnvention permet aussi de 

20 detecter in vitro la localisation d'une pathologie chez un sujet, c'est-a-dire par 
exemple I'origine tissulaire du foyer pathologique. 

Comme indique ci-avant, le procede de Tinvention peut etre mis en ceuvre pour 
detecter differents types de pathologies, notamment des pathologies associees a 
25 des deregulations des voies de signalisations cellulaires. II peut s'agir de 
pathologies liees au vieillissement, comme par exemple les maladies 
neurodegeneratives, ou de toute autre pathologie impliquant notamment une 
proliferation cellulaire anormale (cancer, stenose, etc.). 

30 Selon un mode particulier, I'invention concerne un procede tel que defini ci-avant 
pour la detection in vitro de la presence, du stade devolution et/ou de la 
localisation d'une pathologie neurodegenerative. 
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Selon un autre mode particulier, I'invention concerne un procede tel que defini ci- 
avant pour la detection in vitro de la presence, du stade devolution et/ou de la 
localisation d'une pathologie cancereuse. II peut s'agir de cancers varies, comme 
5 par exemple de tumeurs solides (hepatiques, pulmonaire, tete et cou, melanome, 
foie, vessie, sein, etc.). 



(.'invention decrit egalement un procede de detection in vitro de cellules sanguines 
caracteristiques d'un etat pathologique, comprenant le prelevement d'un 
10 echantillon de cellules sanguines chez un sujet et la determination de la presence, 
dans cet echantillon, de cellules sanguines presentant un profit genetique 
caracteristique d'une pathologie. 



15 



20 



25 



Comme decrit ci-avant, I'invention repose en partie sur la constitution et ('utilisation 
de banques d'acides nucleiques caracteristiques d'un etat pathologique. Dans un 
premier mode de realisation, il s'agit de banques (ou de preparations) d'acides 
nucleiques, comprenant des acides nucleiques specifiques de genes dont le 
niveau d'expression est modifie dans une cellule sanguine provenant d'un 
organisme dans une situation pathologique. 

Selon un autre mode de realisation, il s'agit de banques (ou de preparations) 
d'acides nucleiques comprenant des acides nucleiques specifiques de formes 
d'epissages de genes, caracteristiques d'une cellule sanguine provenant d'un 
organisme dans une situation pathologique. 

Les preparations et banques de I'invention peuvent etre deposees sur des 
supports, affinees et melangees, comme il sera decrit plus en details dans la suite 
du texte^ 



L'invention decrit encore des methodes pour la preparation de telles banques. En 
particulier, ces methodes comprennent (i) I'obtention d'une premiere preparation 
d'acides nucleiques a partir d'une cellule sanguine isolee d'un organisme 
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presentant une pathologie, (ii) I'obtention d'une preparation d'acides nucleiques de 
reference a partir d'une cellule sanguine isolee d'un organisme ne presentant pas 
ladite pathologie, (iii) une etape d'hybridation entre ladite premiere preparation et 
la preparation de reference, et la recuperation des acides nucleiques 
5 caracteristiques de la cellule sanguine provenant de I'organisme en situation de 
pathologie. 

L'invention decrit egalement des precedes de preparation de banques d'acides 
nucleiques caracteristiques du stade devolution d'une pathologie, comprenant (i) 

10 I'obtention d'une premiere preparation d'acides nucleiques a partir d'une cellule 
sanguine isolee d'un organisme presentant une pathologie a un stade devolution 
determine, (ii) I'obtention d'une preparation d'acides nucleiques de reference a 
partir d'une cellule sanguine isolee d'un organisme presentant ladite pathologie a 
un stade devolution different, (iii) une etape d'hybridation entre ladite premiere 

15 preparation et la preparation de reference, et (iv) la recuperation des acides 
nucleiques caracteristiques de la cellule sanguine provenant de I'organisme au 
stade devolution determine de la pathologie. 

Comme il sera explique en details plus loin, I'etape de recuperation des clones 
20 peut comprendre soit la recuperation des clones d'acides nucleiques non 
hybrides, soit la recuperation, a partir des hybrides formes, de clones d'acides 
nucleiques specifiques de formes d'epissages de genes. 

L'invention conceme egalement tout kit utilisable pour la mise en ceuvre d'un 
25 precede tel que decrit ci-avant comprenant une banque d'acides nucleiques 
comprenant des acides nucleiques specifiques d'alterations d'expression 
genetique caracteristiques de cellules sanguines d'un organisme en situation 
pathologique. 

30 Identification de marqueurs specifiques des modifications 
transcriptionnelles et post-transcriptionnelles 
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Comme indique ci-avant, invention decrit des precedes de preparation de 
banques d'acides nucleiques caracteristiques du stade d'evolution d'une 
pathologie, comprenant (i) I'obtention d'une premiere preparation d'acides 
nucleiques a partir d'une cellule sanguine isolee d'un organisme presentant une 
pathologie a un stade d'evolution determine, (ii) I'obtention d'une preparation 
d'acides nucleiques de reference a partir d'une cellule sanguine isolee d'un 
organisme presentant ladite pathologie a un stade d'evolution different, (iii) une 
etape d'hybridation entre ladite premiere preparation et la preparation de 
reference, et (iv) la recuperation des acides nucleiques caracteristiques de la 
cellule sanguine provenant de I'organisme au stade d'evolution determine de la 
pathologie. 



Les methodes de I'invention comprennent plus particulierement la constitution de 
clones et de banques d'acides nucleiques a partir d'ARN(s) extraits de differentes 
pathologies, a differents stades de leur progression, et obtenues aussi bien a 
partir de tissus pathologiques que des cellules sanguines dont I'expression 
genetique a ete affectee par ces tissus. L'obtention de ces clones et de ces 
banques se fait avantageusement par des techniques d'analyses differentielles de 
I'expression genetique. Les signatures differentielles obtenues sont done 
specifiques de differences entre tissu malade et tissu sain d'une part et cellules 
sanguines de malade et cellules sanguines de temoin sain d'autre part. Ces 
signatures peuvent done etre exprimees preferentiellement soit dans les 
echantillons pathologiques soit dans les echantillons controles. 

Les populations d'acides nucleiques servant a I'obtention de clones ou a la 
constitution de banques sont par exemple des ARN (totaux ou messagers) des 
cellules extraits d'une situation pathologique et des ARN (totaux ou messagers) 
correspondant a une situation controle, ou des acides nucleiques derives des ces 
ARN totaux ou messagers (par transcription inverse, amplification, clonage dans 
des vecteurs, etc.). Ces acides nucleiques peuvent etre prepares selon les 
techniques connues de I'homme du metier. Brievement, ces techniques 
comprennent generalement une lyse des cellules, tissu ou echantillon, et 
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Tisolement des ARNs par des techniques d'extraction. II peut s'agir en particulier 
d'un traitement au moyen d'agents chaotropiques tels que le thiocyanate de 
guanidium (qui detruit les cellules et protege les ARN) suivi d'une extraction des 
ARN au moyen de solvants (phenol, chloroforme par exemple). De telles 
5 methodes sont bien connues de rhomme du metier (voir Maniatis et al., 
Chomczynski et al., Anal. Biochem. 162 (1987) 156), et peuvent etre ais6ment 
pratiquees en utilisant des kits disponibles dans le commerce tels que par 
exemple le kit US73750 (Amersham) pour les ARN totaux. II n'est pas necessaire 
que les ARN utilises soient parfaitement purs, et notamment il n'est pas genant 

10 que des traces d'ADN genomique ou d'autres composants cellulaires (proteine, 
etc.) subsistent dans les preparations, des lors qu'ils n'affectent pas 
significativement la stabilite des ARNs. En outre, de maniere facultative, il est 
possible d'utiliser non pas des preparations d'ARN totaux mais des preparations 
d'ARN messagers. Ceux-ci peuvent etre isoles, soit directement a partir de 

15 Techantillon biologique soit a partir des ARN totaux, au moyen de sequences 
polyT, selon les methodes classiques. L'obtention d'ARN messagers peut a cet 
6gard etre realisee au moyen de kits commerciaux tels que par exemple le kit 
US72700 (Amersham). Les ARN peuvent egalement etre obtenus directement a 
partir de banques ou autres echantillons prepares a I'avance et/ ou accessibles 

20 dans des collections, conserves dans des conditions appropri6es. 

L'hybridation peut etre realisee dans differentes conditions, qui peuvent etre 
ajustees par rhomme du metier. De preference, on utilise pour Thybridation un 
exces de la population d'acides nucleiques derives de la situation de 
25 deregulation par rapport a la population d'acides nucleiques derives de la 
situation de controle. 

A partir du produit de la reaction d'hybridation, deux types principaux 
d'approches peuvent etre utilises pour isoler les clones caracteristiques de 
30 deregulations (pathologiques) selon invention. La premiere, purement 
quantitative, permet de gen§rer une preparation d'acides nucleiques 
regroupant Tensemble (ou une part significative) des clones resultant d'une 
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difference de niveau depression entre les deux situations. De tels clones (et 
banques) sont obtenus selon les techniques connues d'hybridation 
soustractive, consistant essentiellement a eliminer les hybrides formes lors de 
I'etape d'hybridation, pour ne conserver que- les clones non hybrides, 
5 caracteristiques de la situation de deregulation par rapport a la situation de 
controle choisie. 

Dans un mode prefere de mise en oeuvre, on utilise cependant un precede 
qualitatif, qui permet de generer une preparation d'acides nucleiques 

10 regroupant I'ensemble (ou une partie importante) des clones resultant 
d'alterations genetiques fonctionnelles caracteristiques de la situation de 
deregulation par rapport a la situation de controle choisie. Plus 
particulierement, une telle banque qualitative comprend non pas I'ensemble 
des clones dont I'expression est modifiee, mais par exemple les clones 

is correspondant a des epissages ou a des deletions differentielles entre les 
deux situations. Compte tenu du role des epissages altematifs dans les voies 
de regulation et de transformation cellulaires, de telles preparations (et 
banques) comportent avantageusement des clones ayant une valeur 
fonctionnelle importante, et done susceptibles de refleter des modifications 

20 genetiques impliquees dans la situation de deregulation. De tels clones 
permettent done de constituer des banques plus predictives et de generer des 
marqueurs genetiques plus representatifs. 

La constitution de telles banques qualitatives peut etre realisee par isolement, 
a partir des hybrides formes lors de I'etape d'hybridation, des regions d'acides 
25 nucleiques correspondant a des epissages differentiels ou a des deletions 
Selon les methodes employees, ces regions correspondent soit aux regions 
non appariees, soit aux regions appariees. 

Ces deux approches sont decrites plus en details dans ce qui suit. 

30 

Production et utilisation de banques differentielles quantitatives 
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Dans un premier mode de mise en oeuvre, on utilise done dans la presente 
invention une banque differentielle quantitative, e'est a dire une banque 
comprenant des clones decides nucteiques correspondant a des genes dont 
le niveau d'expression est modifie dans des cellules en situation pathologique 
5 par rapport a une situation contrdle. De telles banques peuvent etre issues par 
exemple d'analyses differentielles quantitatives, et regrouper les sequences 
dont I'expression est augmentee ou diminuee lors de phenomenes de 
deregulation cellulaire. Les methodologies pour etablir ce type de banque sont 
connues de Thomme de metier et peuvent etre regroupees dans les 
10 categories suivantes : 

Soustraction electronique a partir de Seguencage a Haut Flux 
Ce procede est base sur le sequengage aleatoire d'un certain nombre de 
cDNAs. Un moteur de recherche informatique peut ensuite etre utilise pour 
15 effectuer une soustraction entre deux situations analysees. 

« Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) » 

Ce procede est base sur la reconnaissance d'une signature associee a 
chaque cDNA en utilisant des enzymes de restriction et des oligonucleotides 

20 adaptateurs. Cette etiquette correspond a une partie de la sequence du cDNA 
(longue de 10 nucleotides afin d'identifier de fagon non ambigue le cDNA 
correspondant). Ces etiquettes sont ensuite assemblies pour etre 
sequencees puis analysees (Velculescu et coll., Science, 1995, 270 :484- 
487). Cette approche represente done un raccourci vis-a-vis du sequengage 

25 systematique. 

« Nucleic Acid Arrays » 

Cette methode repose sur le depot d'acides nucleiques (oligonucleotides, 
fragments PCR, cDNAs) sur supports solides (membranes, plaques de verre, 
30 bio-puces) a plus ou moins haute densite. Des sondes provenant d'ARN 
messagers d'echantillons sains ou pathologiques sont ensuite utilisees pour 
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hybridation afin d* identifier les messagers qui sont ou bien sur-exprimes ou 
bien reprimes. 

« Differential Display » 

Cette technique utilise une amorce oligo-dt et des amorces aleatoires pour 
realiser des reactions PCR sur des populations d' ADNc. Les produits de PCR 
sont alors compares sur des gels tres resolutifs. Les fragments exprimes de 
facon differentielle sont ensuite isoles et leur presence est confirmee par 
Northern-blots avant sequencage. 

Plusieurs variantes de cette technologie ont ete developpees (Prashar et 
Weissman, PNAS, 1996, 93:659-663). Ces variantes different par leur 
amorces et par le choix des enzymes de restriction et des adaptateurs utilises. 
Comme la technologie SAGE, elles s'adressent aux extremites 3' des cDNAs. 
Plusieurs kits sont egalement disponibles sur le marche afin de rendre 
accessible cette approche. 

Clonage par soustraction 

Cette technique est basee sur "'elimination de cDNAs communs a deux 
echantillons que Ton desire comparer. Ainsi, differents kits de soustraction 
dans lesquels le cDNA 'tester' est hybride a un exces de cDNA 'driver* sont 
proposes (Clontech). Le produit final est constitue d'un pool de fragments 
amplifies par PCR derive des cDNAs exprimes de fagon differentielle, qui peut 
etre clone dans un vecteur approprie pour analyse ulterieure. La technologie 
RDA (Representational Difference Analysis) est egalement basee sur ce 
principe de soustraction (Lisitsyn et coll., Science, 1993, 259 :946-951). 

La mise en ceuvre de ces techniques d'analyses differentielles permet done de 
generer des clones et des banques quantitatifs. e'est-a-dire regroupant 
I'ensemble des sequences dont I'expression est augmentee ou diminuee lors 
de phenomenes de deregulation(s) cellulaire(s) impliques dans des 
pathologiques. 
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Production et utilisation de banques qualitatives differentielles 

Dans un autre mode de mise en oeuvre, on utilise avantageusement dans la 
presente invention une banque differentielle qualitative, c'est a dire une 
5 banque comprenant des clones decides nucleiques dont une partie au moins 
de la sequence correspond a la sequence de genes episs6s differentiellement 
entre des cellules correspondant a une situation pathologique et une situation 
contrdle. Ce type de banque regroupe done les sequences epissees de 
maniere differentielle lors de processus de deregulation pathologique. 

10 

Utilisation de ce type de banque est particulierement avantageuse. En effet, 
les differentes voies de signalisation qui sont alterees dans nombre de 
pathologies, comme les cancers et les maladies neurodegeneratives par 
exemple, impliquent des genes et done des ARNm dont I'expression est 

15 regulee par epissage altematif. De plus, un nombre croissant d'exemples 
fournis par la litterature montre que des formes d'ARN specifiquement 
observees en pathologie sont le resultat d'une alteration de I'epissage. 
En relation avec I'originalite de I'invention, il faut souligner aussi que I'etat 
d'activation des differents types cellulaires qui participent & la r6ponse 

20 immunitaire est regule par des cascades de signalisation dont les acteurs sont 
regules par epissage. 

Ainsi, la demence Alzheimer, la maladie de Huntington, la maiadie de Parkinson 
sont autant d'exemples de maladies ayant un reel impact economique et 

25 presentant une composante neurodegenerative. Meme si la description des 
symptomes cliniques et 1'identification de quelques genes de susceptibilite ont 
permis de faire des pas significatifs dans la connaissance de ces maladies, les 
bases moleculaires soutenant le developpement de ces maladies sont toujours 
tres obscures, ^elucidation des cascades de signalisation, deregulees dans ces 

30 etats pathologiques, conduira d'une maniere indubitable a la decouverte de cibles 
propices a I'inten/ention diagnostique et therapeutique. La litterature souligne 
rimportance des alterations des processus d'epissage des ARN. 
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- L' Amyotrophie Spinale est I'une des maladies genetiques les plus frequentes. 
Deux genes SMN1 et SMN2 codent pour des proteines identiques, la perte des 
deux alleles SMN1 et une alteration de I'epissage du gene SMN2 concourent 
au developpement de la maladie (Lorson et coll. Proc. Natl.- Acad. Sci. USA 

5 1999,96:6307-6311). 

- Dans des biopsies de patients atteints de demence Alzheimer , il a ete detecte 
des alterations specifiques de I'epissage du gene de presinilline PS1 (Isoe- 
Wada et coll. Eur. J. Neurol., 1999 : 163-167) 

- Le transporter au glutamate est d'une importance majeure dans des maladies 
o neurodegeneratives comme la Sclerose Amyotrophie Laterale ou I'epilepsie, 

par exemple. Des alterations de I'epissage de ce transporter en affectent la 
fonctionnalite (Meyer et coll . Neurosci. Lett, 1998. 241 : 68-70). 



is De nombreux exemples d'inactivation d'activite anti-oncogene resultant 
d'epissages alternatifs des messagers correspondant sont aujourd'hui connus : 

- Dans les carcinomes pulmonaires a petites cellules, le gene de la proteine p130 
qui appartient a la famille RB (proteine du retinoblastome) est mute au niveau d'un 
site consensus d'epissage. La consequence de cette mutation est I'elimination de 

20 I'exon 2 qui a pour resultat une absence de synthese de la proteine en raison de la 
presence d'un codon « stop » precoce. Cette observation a ete la premiere a 
souligner I'importance des membres de la famille RB dans la tumorigenese. 

- Dans les cancers de la tete et du cou, I'un des mecanismes d'inactivation de p53 
implique une mutation dans un site consensus d'epissage. 

25 - Dans d'autres types de cancers du poumon, le gene de la proteine p16/INK4A, 
proteine qui est un inhibiteur des kinases cyclines-dependantes CDK4 et CDK6 
est mute au niveau d'un site donneur d'epissage. Le resultat de cette mutation est 
la production d'une proteine tronquee a demi-vie courte. Or la proteine p16 
s'associe normalement a CDK4 et CDK6, empechant leur association aux cyclines 

30 de type D et la phosphorylation en particulier de RB, ce qui a pour consequence 
1'accumulation des formes hyphosphorylees, actives, de RB. En I'absence de p16, 
RB est inactivee par phosphorylation. II est a noter que le locus p16 est en fait 
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particulierement complexe et qu'outre 1'expression de p16, il permet celle de p19 
par epissage altematif. La proteine p19 qui n'a aucun acide amine commun avec 
la proteine p16, peut s'associer au proto-oncogene MDM2 et bloquer le cycle 
cellulaire en presence de p53, exergant ainsi une fonction « suppresseur de 
5 tumeur ». 

- WT1, anti-oncogene qui code pour un represseur transcriptionnel dont les 
alterations sont a I'origine des tumeurs de Wilms, est transcrit en plusieurs ARN 
messagers engendres par epissages altematifs. Dans les cancers du sein t les 
proportions relatives des differents variants sont modifiees par rapport au tissu 

10 sain, fournissant des outils diagnostics et des pistes pour comprendre Timportance 
des differents domaines fonctionnels de WT1 dans la progression tumorale. 

- Ce meme phenomene de modification des rapports entre differentes formes 
d'ARN messagers et d'isoformes proteiques est retrouve pour la neurofibrine NF1 
dans les neurofibromes. 

15 - Cette notion de modulation des phenomenes d'epissage signant la progression 
tumorale est egalement renforcee par I'exemple de HDM2. Cinq 6pissages 
altematifs de HDM2 sont en effet detectes dans les carcinomes ovariens et 
pancreatiques et, fait particulierement interessant leur expression augmente selon 
le stade d'avancement tumoral. 

20 - La LTBP, composant de la matrice extracellulaire de divers tissus intervenant 
dans la secretion et le stockage du TGF-p est aussi produite sous differentes 
isoformes. L'une d'elle, probablement moins sensible a la proteolyse, semble 
moduler I'activite biologique du TGF-p et pourrait etre impliquee dans differents 
etats physiopathologiques hepatiques. 

25 

Les reponses immunitaires cellulaires et humorales sont sous controle 
transcriptionnel. La litterature foumit des exemples nombreux d'isoformes natives 
produites par epissage alternatif impliquees dans ces reponses immunitaires. 

- les recepteurs « eboueurs » des macrophages sont des glycoproteines 
30 membranaires essentiels aux reponses physiologiques et pathologiques de ces 

cellules sanguines et leurs fonctions sont r6gul6es par des isoformes gdnerees 
par epissage (Gough etcoll. J.Lipid Res ; 1998 ; 39 :531-543.) 



,D: <PR 2798673At_l_> 



2798673 



19 

- L' activation des lymphocytes T requiert la presence fonctionnelle de plusieurs 
recepteurs et proteines regulatrices. Boriello et Coll. (J. Immunol. 1995 ; 
155 :5490-5497) ont rapporte la presence d'isoformes du co-facteur d'activation 
B7, a la suite d'epissage alternatif de ce gene, soulignant ainsi la grande plasticite 
de la response immunitaire apportee par ces variants d'epissage. 



Pour tenir compte de ces phenomenes et de cette complexity et isoler ainsi 
des signatures specifiques d'un etat pathologique et presentes dans les 
cellules sanguines, le precede de I'invention utilise avantageusement, comme 
marqueurs genetiques, des evenements d'epissages caracteristiques de 
situations de deregulation. 

Pour ce faire, la presente invention utilise par exemple des banques d'acides 
nucleiques qualitatives differentielles produites selon la methodologie 
« DATAS » decrite dans la demande de brevet Internationale non publiee 
n° PCT/FR 99/00547. En particulier, de telles banques peuvent etre preparees 
par hybridation entre la population d'acides nucleiques derivee des cellules 
isolees de la circulation sanguine a partir de la situation pathologique et la 
population d'acides nucleiques derivee des cellules circulantes de la situation 
de contrdle, et isolement, a partir des hybrides formes, des acides nucleiques 
correspondant a des epissages differentiels. 

Dans cette approche, I'hybridation est preferentiellement realisee en phase 
Hquide. En outre, elle peut etre effectuee dans tout dispositif approprie, tel que 
par exemple des tubes (Eppendorf, par exemple), des plaques, ou tout autre 
support adapte et couramment utilise en Biologie Moleculaire. L'hybridation 
est avantageusement realisee dans des volumes compris entre 10 et 1000 pi, 
par exemple entre 10 et 500 pi. II est entendu que le dispositif utilise et les 
volumes utilises peuvent etre aisement adaptes par I'homme du metier. Les 
quantites d'acides nucleiques utilisees pour l'hybridation sont egalement 
connues de I'homme du metier. En general, il est suffisant d'utiliser des 
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microgrammes d'acides nucleiques, par exemple de I'ordre de 0,1 a 100 pg. 
Par ailleurs, il est possible d'utiliser les acides nucleiques dans un rapport 
driver/tester variant de 50 a 0,02 environ, de preference de 40 a 0,1. De 
jnaniere plus particulierement avantageuse, on prefere que ce rapport soit 
proche ou superieur a 1, avantageusement entre 1 environ et 10 environ. II est 
bien entendu que ce rapport peut etre adapte par rhomme du metier selon les 
conditions du proc£de (quantites decides nucleiques disponibles, situations 
physiologiques, but poursuivi, etc.). Les autres parametres de I'hybridation 
(temps, temperature, force ionique) sont egalement adaptables par rhomme 
du metier. De maniere generate apres denaturation des "tester" et "driver (par 
chauffage par exemple), I'hybridation est realisee pendant environ 2 a 24 
heures, a une temperature de 37°C environ (eventuellement soumise a des 
sauts de temperature), et dans des conditions standard de force ionique 
(pouvant varier de 0,1 a 5M NaCI par exemple). II est connu que la force 
ionique est un des facteurs determinant la stringence d'une hybridation, 
notamment dans le cas d'hybridation sur support solide. 
Selon un mode de mise en oeuvre particulier de I'invention, I'hybridation est 
realisee en emulsion phenolique, par exemple selon la technique PERT 
("Phenol Emulsion DNA Reassociation Technique) decrite par Kohne D.E. et 
al. (Biochemistry, Vol. 16, N° 24, pp 5329-5341, 1977). Avantageusement, 
I'hybridation est realisee en emulsion phenolique maintenue par thermocycles 
(sauts de temperature de 37°C environ a 60/65°C environ) et non par 
agitation, selon la technique decrite par Miller et Riblet (NAR 23 (1995) 2339). 

Toute autre technique d'hybridation en phase liquide, de preference en 
emulsion, peut etre utilisee dans le cadre de la presente invention. Par 
ailleurs, I'hybridation peut egalement se faire avec Tun des partenaires 
immobilise sur un support. Avantageusement, c'est le driver qui est 
immobilise. Cela peut etre realist notamment grace a des amorces biotinylees 
ou par toute autre technique d'immobilisation connue de rhomme du metier. 
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A partir des populations d'acides nucleiques generees par hybridation, les 
marqueurs genetiques de I'invention (les clones caracteristiques des 
alterations genomiques qualitatives) peuvent etre identifies par toute 
technique connue de I'homme du metier. Dans le cas des heteroduplex 
ARN/ADN, ces regions se presentent essentiellement sous forme de regions 
d'ARN non-appariees (boucles d'ARN), et peuvent etre identifies et donees 
par separation des heteroduplex et des acides nucleiques.simple-brin (exces 
d'acide nucleique n'ayant pas reagi), digestion selective des ARN double-brins 
(domaines engages dans les heteroduplex), puis separation des ARN simple- 
brin resultant et des ADN simple-brins. Dans le cas des heterotriplex, ces 
regions d'epissages differentiels se presentent essentiellement sous forme de 
regions d'ADN double-brin et peuvent etre identifies et donees par traitement 
en presence d'enzymes appropriees telles qu'une enzyme permettant de 
digerer les ARN, puis une enzyme permettant de digerer les ADN simple-brin. 
Les acides nucleiques ainsi obtenus sont directement sous forme d'ADN 
double-brin et peut etre clones dans tout vecteur approprie. 

II est entendu que d'autres variantes et conditions precises pour I'isolement 
des acides nucleiques, les hybridations et I'obtention des clones qualitatifs 
sont indiquees dans la demande n° PCT/FR99/00547 non encore publiee. 

Ces methodologies permettent de generer des clones et des banques 
d'acides nucleiques correspondant a des marqueurs genetiques qualitatifs qui 
permettent de distinguer les cellules sanguines d'une situation saine de celles 
d'une situation pathologique. Comme indique dans la section experimentale, 
ces preparations d'acides nucleiques represented des marqueurs 
particulierement utiles pour diagnostiquer a partir d'un prelevement sanguin 
des maladies neurodegeneratives et des cancers. 



Diversite des banques 
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Les methodologies decrites ci avant permettent done de generer des 
ensembles de clones decides nucleiques caracteristiques des differences 
entre situations saine et pathologique. Chaque technique de preparation 
genere de nombreux clones, constituant des banques. Ces banques peuyent 
5 etre mises en ceuvre telles quelles, deposees sur des supports ou modifiees 
par addition ou suppression de clones, regroupement de differentes banques, 
ajout de clones temoins, etc. 

Les banques de I'invention peuvent comprendre par exemple de 10 a 50 000 
10 clones, plus generalement de 10 & 10 000 clones, encore plus 
preferentiellement de 50 a 5000 clones. Les clones sont generalement 
deposes, de fagon ordonnee, sur un ou plusieurs supports, de fagon a faciliter 
Tanalyse des resultats d'hybridation. Le support peut etre en verre, nylon, 
plastique, fibre, etc., de maniere generale tout support solide adapte a 
is Tetalement decides nucleiques. Le depot des banques sur les supports peut 
etre realise par des techniques conventionnelles connues de Thomme du 
metier, qui sont decrites par exemples dans la demande Internationale 
PCT/FR99/00547. 

20 Les banques utilisees peuvent comprendre a la fois des clones d'acides 
nucleiques correspondant a des genes dont le niveau depression est modifie 
(marqueurs genetiques quantitatifs) et des clones d'acides nucleiques dont 
une partie au moins de la sequence correspond a des exons ou a des introns 
episses de fagon differentielle entre une situation saine et une situation 

25 pathologique (marqueurs genetiques qualitatifs). Ainsi, les marqueurs 
genetiques peuvent etre generes selon des approches differentes, puis 
melanges pour obtenir une reponse aussi predictive que possible. 
II est egalement possible de reunirau sein d'une meme banque, sur un meme 
support, des marqueurs de ('expression genetique exprimes specifiquement 

30 dans les cellules presentes dans la circulation sanguine lors de pathologies 
differentes. L'hybridation d'une telle banque permet done un suivi du 



D: <FR 2798673A1_I_> 



10 



15 



20 



2798673 

23 

developpement de plusieurs pathologies a partir d'un meme prelevement 
sanguin. 

Un objet de la presente invention reside done egalement dans une preparation 
d'acides nucleiques comprenant des marqueurs genetiques qualitatifs et 
quantitatifs caracteristiques de deregulation(s) cellulaire(s) presentes dans les 
cellules de la circulation sanguine et symptomatiques de pathologies. Un objet 
particulier reside dans une banque comprenant des marqueurs genetiques 
caracteristiques de differentes situations de deregulation. L'lnvention a aussi 
pour objet tout support solide sur lequel au moins deux banques d'acides 
nucleiques caracteristiques de deux situations de deregulation ont ete 
deposees. A cet egard, I'invention concerne encore un precede de preparation 
d'une puce a ADN utilisable pour le diagnostic de pathologies, comprenant le 
depot, sur un support solide, d'une ou plusieurs preparations d'acides 
nucleiques caracteristiques de situation(s) de deregulation. 



Parailleurs, selon un mode prefere de mise en ceuvre, on utilise des banques 
d'acides nucleiques affinees par selection des clones au fur et a mesure de 
I'utilisation, en fonction de leur implication effective dans differentes 
pathologies ou differents stades d'une meme pathologie. Les banques initiates 
peuvent en effet comprendre par exemple I'ensemble des clones 
caracteristiques des evenements genetiques d'une situation de deregulation 
consecutive a I'etablissement d'une pathologie. Puis, la mise en oeuvre du 
precede de diagnostic de I'invention permet d'observer que certains des 
clones hybrident avec des sondes issues de stades precis et intermediates du 
25 developpement de la pathologie. Ces clones peuvent done etre identifies 
comme revelateurs de stades precoces et peuvent fournir un outil diagnostic 
tres puissant capable d'anticiper tout autre critere d'examen clinique, tout 
autre outil diagnostic. 



30 De maniere plus specifique, la presente invention decrit a present 
("identification et la caracterisation de tels clones, utilisables comme 
marqueurs genetiques de la presence et de revolution de pathologies. 
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L'une des applications majeures de I'identification et du clonage de ces 
marqueurs genetiques concerne revaluation du potentiel hybridant des ARN 
extraits de cellules sanguines d'un individu donne. Cette evaluation peut 
s'effectuer en hybridant une sonde representant les ARN messagers des 
5 cellules de cet individu avec une ou plusieurs banques de signatures 
caracteristiques de situation(s) patholgique(s), telles que decrites ci avant. 
Cette application est decrite plus en details dans ce qui suit. 

Methodes d'analyse et de diagnostic des signatures de pathologies 

10 

L'invention permet de determiner la presence de signatures specifiques de 
differents stades de pathologies par hybridation d'un echantillon d'acides 
nucleiques de cellules presentes dans la circulation sanguine avec les 
marqueurs genetiques definis ci-dessus, le profil d'hybridation observe 

15 indiquant les deregulations physiopathologiques de I'organisme dont est issu 
I'echantillon sanguin. Dans ce but, les marqueurs genetiques utilises sont 
preferentiellement regroupes sous forme de banques, afin de fournir une 
reponse aussi predictive que possible. L'un des avantages de la presente 
invention reside egalement dans le nombre important de marqueurs utilises, 

20 qui rend reformation generee d'autant plus predictive. Le caractere predictif 
de I'information est en outre consolide par la nature des marqueurs utilises et 
prepares. 

Un objet particulier de l'invention reside dans une methode d'analyse du statut 
25 des cellules sanguines, comprenant au moins une etape d'hybridation entre a) 
un echantillon d'acides nucleiques de cellules sanguines et b) une banque 
d'acides nucleiques correspondant a des evenements genetiques 
caracteristiques de situation(s) de deregulation(s) de voie(s) de signalisation 
cellulaire, le profil d'hybridation indiquant les deregulations 
30 physiopathologiques de I'organisme. 
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D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaTtront a la lecture de 
la section experimental suivante, qui doit etre considered comme illustrative et 
non limitative. 



5 SECTION EXPERIMENTALE 



Exemple de maladies neurodegeneratives : ALS 

Les modeles animaux donnent acces a des echantillons biologiques qui 
io permettent d'analyser differentes etapes du developpement d'une pathologie et de 
comparer ces etapes a des temoins sains. 

La sclerose amyotrophique laterale (SAL/ALS) est une maladie 
neurodegenerative, associee a differents types d'inclusions tels les corps de 
Lewis et caracterisee par une apoptose des motoneurones spinaux et corticaux 

is dont Tissue fatale est parfois associee a une demence frontale. Des formes 
sporadiques, sans aucune mutation decrite, coexistent avec des formes familiales 
(FALS) associees a des mutations dans le gene SOD1 codant pour la superoxyde 
dismutase. Des souris transgeniques qui expriment le gene humain SOD1 portant 
Tune des mutations qui prevaut dans les FALS (mutation G93A) sont disponibles 

20 aupres de Jackson Laboratory, sous condition de prise d'une licence d'utilisation 
aupres de la Northwestern University. L'apparition des symptomes d'ALS lies a la 
mutation G93A dans SOD1 n'est pas la consequence d'une reduction de Tactivite 
superoxyde dismutase mais d'un gain de fonction qui augmente la capacite de 
I'enzyme a generer des radicaux libres. Ce modele reproduit en 120 jours Tissue 

25 fatale de la maladie avec des symptomes comparables a ceux de la maladie 
humaine. Ce modele permet d'avoir acces a des echantillons cerebraux, spinaux 
et du sang peripherique. 

Identification de fnr mes d'epissaoe specifiaue du modele d'ALS • 
30 La societe ExonHit Therapeutics developpe une approche originale de criblage 
differentiel qualitatif basee sur la technologie DATAS (Differential Analysis of 
Transcripts Alternatively Spliced). Cette technologie fait I'objet d'une demande de 
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brevet en Europe et aux Etats-Unis. Les sequences identifiees par DATAS 
peuvent deliver d'exons alternatifs ou de retention d'introns dans une des deux 
situations physiopathologiques comparees. Les donnees obtenues caracterisent 
done des modifications de I'expression de sequences d'ARN qui affectent des 
s domaines fonctionnels de proteines. L'analyse qualitative differentielle est 
effectuee sur des echantillons d'animaux transgeniques et des controles 
syngeniques ages de 60 et 100 jours. 60 jours correspondent a un stade qui 
precede de peu les premiers symptomes. mais qui est deja caracterise au niveau 
cerebral par des changements dans la physiologie cellulaire, dont notamment une 
10 alteration du metabolisme mitochondrial. A 100 jours, 50% des motoneurones 
corticaux et spinaux sont morts et un processus actif d'apoptose neuronale est 
engage parallelement a une activation astrocytaire. 
L'analyse qualitative differentielle est done effectuee : 

- a partir dARN extraits d'echantillons de cerveau et de moelle epiniere sans 
is isolement prealable des neurones afin de prendre en compte un maximum 

d'evenements d'epissages alternatifs lies au developpement de la pathologie. 

- a partir de sang total peripherique ou de fractions cellulalres sanguines 

Les sequences identifiees par DATAS correspondent a des introns et/ou a des 
exons dont les expressions differentielles par epissage entre les situations 
20 pathologiques et la situation saine sont validees par PCR. 

La comparaison de ces sequences avec les banques de donnees permet de 
classifier les informations obtenues et de proposer une selection raisonnee des 
deux sequences dont I'etude est a poursuivre. 



25 Caracterisation ulterieure des sequences obtenues : 

Les sequences validees par PCR peuvent etre recherchees dans des modeles 
complementaires impliquant des processus de neurodegeneration. Ainsi des ARN 
provenant d'un modele d'ischemie cerebrate ou des ARN d'un modele animal de 
30 maladie a prions peuvent etre utilement etudies afin de valider I'expression 
selective de marqueurs d'ALS ou plus generalement de marqueurs de maladies 
neurodegeneratives. 
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L'expression des formes d'epissage identifies sera recherchee dans des 
Schantillons humains representatifs de differentes pathologies a composantes 
neurodegeneratives : 

-prelevements sanguins de patients atteints de maladies 
neurodegeneratives comme la maladie d'Alzheimer, le Parkinson etc.. 



Exemple de cancer : cancer des voies aeriennes et digestives superieures. 

La transmission de transgenes a fait I'objet de nombreuses applications 
experimental dans le domaine de la cancerologie experimental. Ainsi utilise-t- 
on les alleles dominants de certains genes cancerogenes pour obtenir des souris 
transgeniques, alors modele experimental pour I'etude du cancer. 
Les cancers constituent un groupe heterogene de maladies caracterisees chacune 
par un ensemble complexe d'alterations genetiques ayant pour consequence une 
proliferation cellulaire anarchique et la dissemination de metastases. Si 
Identification des alterations genetiques qui provoquent I'apparition et la 
progression des cancers apparait aujourd'hui essentielle pour diagnostiquer et 
suivre revolution tumorale, c'est la perspective d'elaborer de nouveaux 
diagnostics plus precoces sur la base de cette connaissance qui rend compte de 
I'importance des enjeux de ces recherches pour Industrie pharmaceutique. Les 
genes dont les alterations peuvent conferer a une cellule des proprietes 
cancereuses, sont nombreux. lis jouent des roles essentiels non seulement au 
cours du developpement mais aussi tout au long de la vie cellulaire. lis 
interviennent ainsi pour assurer des fonctions aussi essentielles que la 
proliferation, la differenciation, la reparation de I'ADN ou la survie cellulaire. Ceux 
dont les alterations conduisent a la production de proteines qui activent 
anormalement le cycle cellulaire sont appeles des oncogenes. On trouve par 
exemple dans cette categorie les genes cellulaires myc et ras. Les anti-oncogenes 
ont au contraire pour fonction normale de freiner le cycle cellulaire. L'inhibition de 
leur activite met la cellule sous la seule dependance des genes a effet 
proliferates et favorise done la progression tumorale. On trouve dans cette 
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categorie les genes RB (retinoblastome) et P53. A cote des oncogenes et anti- 
oncogenes, les genes modulant la mort cellulaire programmee ou apoptose 
apparaissent comme des acteurs importants de la cancerogenese. Assimilable a 
un processus de differenciation cellulaire^ physiologique, la mort cellulaire 
programmee est contrdlee gen6tiquement. Le fait qu'une cellule ait perdu la 
capacite d'enclencher cette differenciation terminale qui en permet relimination, la 
met en effet en situation de survie anormale et peut favoriser I'emergence d'un 
clone cellulaire transforms C'est ce que Ton observe dans les lymphomes 
folliculaires humains ou le gene bcl-2 se trouve sur exprime en raison de la 
translocation survenue entre les chromosomes 14 et 18. Cette sur-expression d'un 
gene a activite anti-apoptotique favorise la survie anormalement longue de 
populations cellulaires au sein desquelles peuvent alors s'accumuler d'autres 
mutations transformantes. La mort cellulaire programmee ou apoptose est 
aujourd'hui reconnue comme un mecanisme essentiel a relimination de cellules 
devenues indesirables qu'il s'agisse de cellules infectees par un virus comme de 
cellules ayant accumules des mutations les rendant non fonctionnelies ou 
anormalement proliferates. Le niveau de complexicite qui regit I'homeostasie 
cellulaire resulte non seulement du nombre important des acteurs impliques mais 
aussi des roles varies que chacun d'eux peut alternativement jouer en fonction du 
type cellulaire ou des conditions. L'anti-oncogene p53 ou le proto-oncogene cMyc 
peuvent par exemple jouer aussi un role important dans le controle de I'apoptose. 
Une telle complexite rend necessaire la mise en oeuvre d'approches assez 
globales pour analyser des modulations d'expression d'ensembles de genes et 
suffisamment specifiques pour, le plus rapidement possible identifier les 
alterations les plus pertinentes en regard du diagnostic, du suivi de la progression 
tumorale ou de ("identification de nouvelles cibles d'actions therapeutiques. 
En utilisant differents systemes d'adressage (regions promotrices) ii est possible 
d'obtenir d'une maniere preferentielle I'expression du transgene dans un tissu 
particulier. On peut ainsi disposer de modeles de tumeurs se developpant dans un 
environnement tissulaire specifique. Ces differents modeles de tumeurs ciblees 
laissent entrevoir la possibility de detecter des signatures specifiques au niveau 
des cellules circulantes en fonction de la localisation de la tumeur. 
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Modele de tumeur ciblee sur le foie. 

II existe chez la souris un modele d'hepatocarcinome (HCC) lie a I'expression 
restreinte dans le foie des sequences precoces du virus SV40, codant pour les 
5 antigenes grand T et petit t (Dubois, N., Bennoun, M., Allemand, I., Molina, T., 
Grimber, G., Daudet-Monsac, M„ Abelanet, R., and Briand, P. (1991) Time course 
development of differentiated hepatocarcinoma and lung metastasis in transgenic 
mice. J. Hepatol., 13, 227-239). Le transgene est sous le controle du promoteur du 
gene humain de I'antithrombine III ce qui entraTne une expression precoce et 
io constante des antigenes viraux. De ce fait, la proliferation hepatocellular subit 
une perturbation en deux temps. L'indice de proliferation des hepatocytes 
transgeniques est proportionnellement superieure a la normale pendant le 
developpement hepatique (de la naissance a la seme semaine), puis diminue 
sensiblement sans pour autant atteindre l'indice faible caracteristique de I'etat 
is quiescent d'un foie normal. Ces souris transgeniques developpent de facon 
systematique des HCC differencies conduisant a la mort de tous les animaux 
avant 7 mois. Malgre une deregulation precoce de la proliferation des 
hepatocytes, Fhepatomegalie n'apparatt que tardivement. L'analyse des etapes 
preneoplasiques precedant I'apparition des HCC a permis de mettre en evidence 
un mecanisme compensateur par apoptose, maintenant une masse hepatique 
normale dans ce modele (Allemand et ah, 1995). II est interessant de noter que 
cette apoptose s'arrete au moment m§me ou le foie normal entre dans un etat 
quiescent. Au dela de ce point, il semble que fhomeostasie hepatique ne soit plus 
controlee. Une etude systematique de la sensibilite a I'apoptose a revele que les 
hepatocytes derives de ce modele transgenique avaient acquis un caractere 
resistant a la mort cellulaire dependante du systeme CD95/Fas (Rouquet N, 
Allemand I, Molina T, Bennoun M, Briand P and Joulin V. (1995) Fas-dependent 
apoptosis is impaired by SV40 T-antigen in transgenic liver. Oncogene, 11, 1061- 
1067 

Rouquet N, Allemand I, Grimber G, Molina T, Briand P and Joulin V. (1996) 
Protection of hepatocytes from Fas-mediated apoptosis by a non-transforming 
SV40 T-antigen mutant, cell Death & Diff., 3, 91-96) par un mecanisme 
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independant d'un epissage alternatif du recepteur CD95/Fas. Cependant, seule 
une analyse globale des modifications d'epissage peut rendre compte d'une 
alteration de ce processus pour I'ensemble des partenaires moleculaires 
intervenant dans la voie de signalisation du recepteur CD95/Fas. 
Ce modele transgenique represente un outil ideal pour identifier 1) les 
modifications de I'expression genique accompagnant la transition preneoplasie 
vers neoplasie, que ce soient des genes indispensables a la transformation 
(oncogenes) ou des genes s'opposant a la progression tumorale (genes 
apoptotiques) 2) des signatures circulantes du developpement du cancer liees a 
I'echappement a partir de la tumeur de cellules tumorales 3) d'evenements 
d'alteration de I'expression genique dans les cellules du sang caracteristiques du 
developpement du cancer. 
Identification des signatures specifiques 

L'approche differentielle qualitative est menee sur des ARN extraits de foie et de 
cellules du sang de souris normales et de souris developpant des 
hepatocarcinomes (HCC) lies a I'expression de I'antigene T de SV40 sous 
controle du promoteur de I'AntiThrombine III. Les animaux controles et les 
animaux exprimant le transgene sont choisis a differents ages permettant d'avoir 
acces aux stades tres precoces, preneoplasiques et neoplasiques caracterises 
notamment dans ce modele par une activation puis une inactivation de I'apoptose 
necessaire a I'homeostase hepatique. 
Utilisation des sequences identifiees 

Les modulations de I'expression de ces sequences pourront etre ensuite 
recherchees dans des biopsies de tumeurs humaines afin d'en elargir le champ 
d'application, en therapie humaine et en diagnostic. 

Ces ADNc sont utilises pour suivre revolution tumorale dans ce modele 
transgenique et dans une serie de modeles d'HCC murins produits par 
transgenese (Bennoun M, Grimber G. Couton D, Seye A, Molina T, Briand P and 
Joulin V. (1998) The amino-terminal region of SV40 large T antigen is sufficient to 
induce hepatic tumours in mice Oncogene, 17, sous presse). Ainsi en utilisant les 
ADNc specifiques detectes a differents stades tres precoces dans les cellules 
sanguines, avant I'apparition des tumeurs, on peut predire dans une population 
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mixte de souris saines et de souris transgeniques, celles qui vont developper un 
cancer. 

Des sondes nucleotidiques ou des amorces de PCR derives de ces ADNc 
specifiques des tumeurs peuvent etre utilisees pour rechercher I'expression, dans 
5 des biopsies de tumeurs humaines, des formes d'epissage identifiees et/ ou les 
ARN dont la quantite est alteree dans ce modele. 

De meme, les sondes identifiees dans le sang des animaux a differents stades du 
developpement tumoral peuvent etre egalement utilisees afin de detecter des 
signatures communes avec des prelevements de sang de patients atteints de 
10 cancers. 

Dans une strategie qui utilise des banques d'ADNc obtenues selon les procedes 
de I'invention decrits plus haut. une sonde totale preparee a partir de prelevement 
sanguins de patients atteints de cancer, peut egalement etre utilisee pour la 
recherche de signatures communes aux differentes banques issues de modeles 
murins a differents stades du developpement tumoral d'une part et a partie de 
biopsies de differents types tumoraux humains d'autre part. Ces hybridations sont 
realisees selon les techniques connues de I'homme de metier (voir notamment les 
conditions d'hybridation decrites dans la demande PCT/FR99/00547). 



15 



20 



RECHERCHE DU DIAGNOSTIC PREDICTIF CHEZ L'HOMME 

La methodologie decrite dans ce chapitre pourra etre mise en ceuvre 
indifferemment en utilisant les techniques d'analyse quantitative et qualitative 
25 decrites ci-avant. L'invention privilegie neanmoins I'utilisation et la recherche de 
marqueurs lies aux alterations qualitatives de I'expression des genes en raison 
des avantages decrits precedemment. 

L'invention decrit ('identification et la constitution de banques de signatures 
30 caracteristiques de revolution d'une pathologie a partir de biopsies. Ainsi il est 
possible d'etablir des banques de sequences d'ADNc representatifs de revolution 
et de la localisation de ces pathologies. II est done possible de rechercher, a partir 
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d'un echantillon sanguin, la presence de signatures ADNc identiques a celles 
presentes dans les banques. La presence de signatures communes souligne alors 
la presence d'acides nucleiques presentant les memes alterations que celles 
presentes dans les biopsies des pathologies suspectees, tres vraisemblablement 
issues de cellules issues de tissus pathologiques. 

La mise en oeuvre de cette recherche est notamment basee sur la confection de 
sondes a partir de cellules sanguines et I'hybridation de ces sondes avec des 
filtres qui regroupent differents marqueurs specifiques de telle ou telle pathologie. 



L'invention decrit la possibility d'identifier des alterations de 1'expression des 
genes a partir de cellules sanguines et ceci a partir de modeles experimentaux 
mimant tout ou partie d'une pathologie humaine (exemple modele de souris ALS 
ou modele de tumeur hepatique). 

15 L'utilisation de sondes nucleiques derivees de cellules sanguines de patients 
atteints ou non de la pathologie ciblee (maladie neurodegenerative, cancer etc..) 
permet de rechercher I'existence de signatures communes avec les banques 
predictives experimental creees a partir des modeles pathologiques 
experimentaux. L'apparition de signatures communes constitue un diagnostic d'un 

20 risque de developpement d'une telle pathologie chez I'individu soumis au 
diagnostic. 

L'invention permet egalement de procederde la maniere suivante : 

- Des prelevements sanguins de patients atteints ou non d'une pathologie ciblee 
25 sont melanges afm de constituer un stock d'ARN representatif des etats 

pathologique et sain. 

- Ces ARNs sont soumis a des analyses differentielles selon les techniques 
decrites dans l'invention et des banques d'ADNc caracteristiques des etats 
pathologiques et sains sont constituees. 

30 - Ces banques d'ADNc sont ensuite validees par hybridation a I'aide de sondes 
preparees a partir d 'echantillons individuels de sang de patients ou de sujets 
sains. 
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- Les banques ainsi validees sont ensuite analysees par ('utilisation de sondes 
preparees a partir de prelevements de sang d'une large population de sujets 
consultant un medecin pour des examens de routine. Ces banques constituent 
un outil diagnostic propre a l'invention. Ainsi un patient effectuant une 
mammographie pour depistage d'un cancer du sein, peut etre preleve d'un 
petit echantillon de sang. Une sonde nucleique preparee a partir d'un tel 
echantillon permet ensuite de rechercher tres precocement des signes 
probables de revolution d'un cancer meme en I'absence d'image a la 
radiographic 

L'invention peut etre utilisee sous forme de BioPuce. La BioPuce exploite les 
proprietes de la reaction d'hybridation par laquelle deux brins d'ADN dits 
complementaires se lient I'un a I'autre d'une maniere tres specifique. L'invention 
peut etre utilisee en recherchant specifiquement un ou plusieurs marqueurs ADN 
de la pathologie en utilisant une technique d'amplication de I 'ADN a I'aide 
d'amorces oligonucleotidiques specifiques de I'ADN a rechercher. 
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BEVEND1CATIONS 

1 . Procede de detection in vitro de la presence d'une pathologie chez un sujet, 
comprenant Ie prelevement d'un echantillon de cellules sanguines du sujet 
et la determination de la presence, dans cet echantillon, de cellules 
sanguines presentant un etat physiologique caracteristique de la 
pathologie. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend la 
determination de la presence, dans I'echantilion, de cellules sanguines 
presentant une proteine ou un domaine proteique caracteristique de la 
pathologie. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend la 
determination de la presence, dans I'echantilion, de cellules sanguines 
presentant un profil genetique caracteristique de la pathologie. 

4. ProcedS selon la revendication 3, caracterise en ce qu'il comprend la 
determination de la presence, dans rechantillon, de cellules sanguines 
presentant des alterations de I'expression genetique caracteristiques de la 
presence de la pathologie. 

5. Proced6 selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il comprend la 
determination de la presence, dans rechantillon, de cellules sanguines 
presentant des alterations transcriptionnelles et/ou post-transcriptionnelles 
de I'expression genetique, caracteristiques de la presence de la pathologie. 

6. Procede selon I'une des revendications 3 a 5, caracterise en ce qu'il 
comprend (i) la preparation d'acides nucleiques de I'echantillon et (ii) 
I'hybridation des acides nucleique prepares avec au moins une banque 
d'acides nucleiques caracteristiques d'un etat pathologique, le profil 
d'hybridation indiquant la presence de cellules sanguines caracteristiques 
de la pathologie dans rechantillon. 
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7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la banque 
comprend des acides nucleiques specifiques de genes dont le niveau 
d'expression est modifie dans une cellule sanguine dans une situation 
pathologique. 

8. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la banque 
comprend des acides nucleiques specifiques de formes d'epissages de 
genes, caracteristiques d'une cellule sanguine dans une situation 
pathologique. 

9. Procede selon Tune des revendications 6 a 8, caracterise en ce que la ou 
les banques sont deposees sur un support. 

10. Procede selon Tune des revendications 6 a 9, caracterise en ce que les 
acides nucleiques prepares a partir de I'echantillon sont des ARN totaux ou 
messagers, ou des ADNc derives de ceux-ci. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que les acides 
nucleiques sont marques. 

12. Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que les cellules sanguines sont des cellules nucleees. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que les cellules 
sanguines nucleees comprennent des lymphocytes, des macrophages, des 
monocytes et/ou des cellules dendritiques. 



14.Procede selon I'une des revendications precedentes, pour la detection ii 
vitro du stade devolution d'une pathologie chez un sujet. 
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15. Precede selon Tune des revendications precedentes, pour la detection in 
vitro de la localisation d'une pathologie chez un sujet. 

16. Precede selon I'une quelconque des revendications precedentes, pour la 
detection in vitro de la presence, du stade devolution et/ou de la 
localisation d'une pathologie neurodegenerative. 

17. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 15, pour la 
detection in vitro de la presence, du stade devolution et/ou de la 
localisation d'une pathologie cancereuse. 

18. Procede de detection in vitro de cellules sanguines caracteristiques d'un 
etat pathologique, comprenant le prelevement d'un echantillon de cellules 
sanguines chez un sujet et la determination de la presence, dans cet 
echantillon, de cellules sanguines presentant un profil genetique 
caracteristique d'une pathologie. 

19. Precede de preparation d'une banque d'acides nucleiques caracteristiques 
d'un etat pathologique, caracterise en ce qu'il comprend (i) I'obtention d'une 
premiere preparation d'acides nucleiques a partir d'une cellule sanguine 
isolee d'un organisme presentant une pathologie. (ii) I'obtention d'une 
preparation d'acides nucleiques de reference a partir d'une cellule sanguine 
isolee d'un organisme ne presentant pas ladite pathologie, (Hi) une etape 
d'hybridation entre ladite premiere preparation et la preparation de 
reference, et la recuperation des acides nucleiques caracteristiques de la 
cellule sanguine provenant de I'organisme en situation de pathologie. 

20. Precede de preparation d'une banque d'acides nucleiques caracteristiques 
du stade devolution d'une pathologie, caracterise en ce qu'il comprend (i) 
I'obtention d'une premiere preparation d'acides nucleiques a partir d'une 
cellule sanguine isolee d'un organisme presentant une pathologie a un 
stade devolution determine, (ii) I'obtention d'une preparation d'acides 
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nucleiques de reference a partir d'une cellule sanguine isolee d'un 
organisme presentant ladite pathologie a un stade d'evolution different, (Hi) 
une etape d'hybridation entre ladite premiere preparation et la preparation 
de reference, et (iv) la .recuperation des acides nucleiques caracteristiques 
de la cellule sanguine provenant de I'organisme au stade d'evolution 
determine de la pathologie. 

21. Precede selon la revendication 19 ou 20, caracterise en ce qu'il comprend 
la recuperation des clones d'acides nucleiques non hybrides. 

22. Precede selon la revendication 19 ou 20, caracterise en ce qu'il comprend 
la recuperation, a partir des hybrides formes, de clones d'acides nucleiques 
specifiques de formes d'epissages de genes. 

23. Precede selon I'une des revendications 19 a 22, caracterise en ce que la 
banque est deposee sur un support. 

24. Preparation d'acides nucleiques, caracterisee en ce qu'elle comprend des 
acides nucleiques specifiques de genes dont le niveau depression est 
modifie dans une cellule sanguine provenant d'un organisme dans une 
situation pathologique. 

25. Preparation d'acides nucleiques, caracterisee en ce qu'elle comprend des 
acides nucleiques specifiques de formes d'epissages de genes, 
caracteristiques d'une cellule sanguine provenant d'un organisme dans une 
situation pathologique. 

26. Kit utilisable pour la mise en ceuvre d'un precede selon I'une des 
revendications 3 a 18 comprenant une banque d'acides nucleiques . 
comprenant des acides nucleiques specifiques d'alterations d'expression 
genetique caracteristiques de cellules sanguines d'un organisme en 
situation pathologique. 



